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論文内容要旨
               【目 的】
 肝移植において脂肪肝グラフトが高率に primary graft nonfunction (PNF) を引き起こす
 ことがよく知られているが, 臨床の脂肪肝 に・近いモデルがなく, その障害発生機序は不明である。
 今回の研究の目的はより臨床に近い, 新しいラット脂肪肝モデルを作成 し, このモデルを用いて,
 脂肪肝を冷保存, 移植した場合に肝グラフトにおこる変化を観察 し, PNF の発生機序を解明す
 ることである。
               【方 法】
 実験には4週齢の雄性 Wistar rat を用い, 通常飼料, または2.5%コレステロールおよび 10
 %ラー ド添加飼料をそれぞれ4週間自由摂取させコントロール群, 脂肪肝群とした。 このモデル
 を用 いて冷保存実験を行い肝 グラフ トのミ トコンドリ ア機能の変化を肝の ATP 量およびミ トコ
 ンドリアプロ トン ATPase 活性の変化を測定することにより検討 し, また移植実験を行い生存率
 を比較した。 さらに移植後の肝微小循環の変化を検討する目的で肝類洞内皮細胞の形態を透過電
 顕で観察 し, またヒアルロ ン酸クリアランスを測定することにより肝類洞内皮細胞機能を比較し
 た。 加えて細胞膜の機能がその流動性に規定されることに着目し, 細胞膜の流動性を左右する膜
 の脂質構成についても検討した。
               【結 果】
 作成した脂肪肝は肝細胞の 30 から 60%に大型の脂肪滴が沈着 し, 類洞腔の不整, 狭小化が認
 められた。 冷保存中のミトコンドリア機能に有意差はなかったが, 移植成績ではコントロール群
 では冷保存 12 時間までは全例1週間以上生存したのに対 し, 脂肪肝群では冷保存6時間後では
 40%が1週間以内に死亡 し, 冷保存が ユ2 時間になると全例が2日以内に死亡した。 また冷保存
 時間が延長すると, 移植直後のヒアル・ ン酸クリアランスは脂肪肝群, コントロール群ともに低
 下したが, 脂肪肝群とコントロール群の間に有意差はなかった。 光顕による観察において脂肪肝
 グラフトにおいて, 移植後に肝細胞が壊死, 脱落した部分に好中球を中心とした炎症細胞の集積
 が認められた。 透過電顕による観察では移植直後は脂肪肝群, コントロール群ともに肝類洞内皮
 細胞はよくその形態を保持していたが, 移植後 24 時間の時点で脂肪肝群で形態学的に類洞内皮
 細胞障害が認められた。 また脂肪肝では形質膜中の不飽和脂肪酸が低下していた。 さらに脂肪肝
 では形質膜リ ン脂質中のアラキ ドン酸が有意に低下 していた。
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               【考 察】
 作成 した脂肪肝は moderate, macrovesicular type の脂肪肝を呈 した。 これは移植の臨床上
 問題となっている脂肪肝と同程度の脂肪肝であり, 実験モデルと して適当であると考えられた。
 この脂肪肝 グラフトは冷保存中のミ トコンドリ ア機能が正常肝と有意差がないのにも関わらず,
 短い冷保存時間より移植後 PNF を生じた。 類洞内皮細胞は, 移植直後は機能的には障害を受け
 ているが, 形態は維持 している状態であると考えられた。 しかし時間経過と共に脂肪肝グラフト
 では形態的にも類洞内皮細胞障害が明らかとな り, 光顕上で は肝細胞の壊死が見られるようになっ
 た。 つまり脂肪肝における移植後の グラフ ト機能障害 は再灌流後 に進行することが示唆された。
 また脂肪肝グラフトにおいて, 移植後に肝細胞が壊死, 脱落した部分に好中球を中心と した炎症
 細胞の集積が認められた。 好中球はフリーラジカルや, サイ トカイ ン, プロテアーゼなどのさま
 ざまなメ ディエイ ターを介して炎症反応を引 き起こ し, 組織を破壊する。 肝虚血再灌流障害にお
 いて好中球や, サイ トカイ ン, フリーラジカ ルな どが果たす役割についてはさまざまな報告があ
 り, 本実験においても冷保存中にクッパー細胞が活性化され, 再灌流後にこのクッパー細胞から
 産生されたフリーラジカ ルにより好中球が集積 し, 類洞内皮細胞が障害さ れ肝細胞が壊死する,
 といった冷保存再灌流障害が生じ, この冷保存再灌流障害が脂肪肝ではより短い冷保存時間から
 生じると考えられた。 また好中球の集積を伴う肝細胞の壊死が, 肝細胞に脂肪滴が沈着し類洞腔
 が不整, 狭小化 しているゾーン1からゾーン2に分布 していることか ら, この類洞腔の不整, 狭
 小化が肝 グラフ トの再灌流障害 に大きな影響を与えていることが明かとなつ た。 また脂肪肝では
 形質膜リ ン脂質中の不飽和脂肪酸が低下 していた。 形質膜のリ ン脂質は膜の流動性に大きな影響
 をおよぼし, 不飽和脂肪酸は膜の流動性を大きくする。 つまり脂肪肝では膜の流動性が低下 して
 いることが示唆され, このことが脂肪肝移植後のグラフト機能障害に影響 していると考えられた。
 さらに脂肪肝で は形質膜リ ン脂質中のアラキドン酸が有意に低下 していた。 アラキ ドン酸はさま
 ざまな刺激で遊離 し, エイ コサノイ ドの前駆体となる。 エイコサノイ ドは肝の虚血再灌流障害に




 脂肪肝グラフトが移植後高率に primary graft nonfunction (以下 PNF) を引き起こすこと
 は広く知られているが, その発生機序は未だ不明である。 いくつかの実験的検討がなされている
 が, 用いられている脂肪肝モデルは本来低栄養モデルであるコリン欠乏食や, 遺伝的代謝異常ラッ
 トである Zucker rat であ り, 移植の臨床上問題となる脂肪肝の実験モデルとして適当であると
 はいえない。
 本研究の目的はより臨床に近いラット脂肪肝モデルを作成 し, この脂肪肝モデルを用いて脂肪
 肝を冷保存, 移植 した場合に肝グラフトにおこる変化を生化学的および形態学的に観察 し, PNF
 発生機序を解明することであ る。
 脂肪肝モデルと してコレステロール添加飼料によ り, 臨床の脂肪肝に近い, 新しいラッ ト脂肪
 肝モデルを作製 した。 このモデルを用 いて 冷保存実験を行 い肝 グラフ トのミ トコン ドリ ア機能の




 4週齢の雄性 Wistar rat に通常飼料と, 2.5%コレステロールおよび 10%ラー ド添加飼料を
 それぞれ4週間投与し, コントロール群, 脂肪肝群とした。 作成した脂肪肝は moderate,
 macrovesicular type の脂肪肝を呈 した。 これは移植の臨床上問題となっている脂肪肝の程度で
 あり, PNF 発生機序を検討する実験モデルとして適当であると考えられた。 この脂肪肝グラフ
 トは冷保存中のミ トコン ドリ ア機能においては正常肝と有意差がないのにも関わらず, より短い
 冷保存時間で移植後に PNF を生じた。 移植直後は脂肪肝, 正常肝ともに肝類洞内皮細胞は機能
 的に障害されているものの形態は維持していたが, 時間経過と共に脂肪肝では類洞内皮細胞障害
 が形態的にも明らかとなり, 好中球の集積を伴う肝細胞壊死が認められるようになった。 脂肪肝
 では集積 した好中球からのサイ トカイ ンやフリーラ ジカルにより肝グラフ トが障害されると考え
 られた。 また脂肪肝では形質膜中の不飽和脂肪酸が低下しており, 膜の流動性の低下が示唆され,
 これが脂肪肝における グラフ ト機能障害に影響 している 可能性が示唆された。
 本研究ではコ レステロール添加飼料を用 いてより臨床に近いラッ ト脂肪肝モデルを作成 した点
 が独創的である。 また本モデルを用 いてこれまでミ トコン ドリ アエネ ルギー代謝を中心と して行
 われてきた冷保存一再灌流障害のメカニズムの解明を肝微小循環に着目し, 類洞の形態, 機能と
 いう肝微小循環の面から詳細な病態解明を行った点に意義があ り, 学位授与に値するものである。
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